





















AAC: ADP/ATP carrier 
BAT: brown adipose tissue 
BLAST: Basic Local Alignment search tool 
BN: Brown Norway( 
cDNA: complementary DNA 
DDBJ: DNA Data Bank of Japan 
DDW: deionized distilled water 
MB: Methylene Blue 
NCBI: National Center for Biotechnology Information 
ncRNA: non-coding RNA 
ORF: open reading frame 
PiC: phosphate carrier 
RNAi: RNA interference 
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 
siRNA: small interfering RNA 
SLC25: solute carrier family 
TCA: tricarboxylic acid 
VDAC: voltage-dependent anion channel 
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 ATP産生に伴う物質の流れの一部を示している。 AAC：ADP/ATP carrier，PiC：phosphate carrier
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1-2 Voltage-dependent anion channel (VDAC) 
 VDACはミトコンドリアの外膜に存在する約 30 kDaのチャネルタンパク質の一つである。
























  Fig.1-2 ヒト VDAC1の結晶解析 
 VDAC は 1 つの-へリックスとの-シートからなるバレル構造を有しており、中央の孔を介して物質を透過さ
せていると考えられている。文献より引用。 































年代後半から Mkrn1の偽遺伝子から転写された RNAが、機能遺伝子の mRNAと相補的に
結合して翻訳を抑制していること［40］、PTEN1 の偽遺伝子から転写された RNAが PTEN1
の mRNAの分解を競合的に阻害していること［41-43］や偽遺伝子由来の small interfering 
RNA (siRNA)が RNA interference (RNAi) に関与していること［44,45］などが報告され、
機能を有する偽遺伝子の存在が示された。これらのような報告を受け、偽遺伝子は、近年、
注目を集めている non-coding RNA (ncRNA)の一種であるとも考えられるようになり、偽遺
伝子の生理的意義が見直されつつある。 















過程において VDAC1と類似した cDNA断片が得られた(Ishida et al. 未発表。この結果は
Wilson JE ら［15］に私信として引用されている。)。この cDNA断片の塩基配列を解析し
たところ、途中に変異が生じており、機能性タンパク質をコードしていないと考えられた。
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 まず、VDAC1と類似した塩基配列を得るため、Zhangらの方法［1,2］に基づいて National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) の Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST、http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) を用いてホモロジー検索を行った後、得られ




の 78 種類の配列はゲノム上では 34 か所に、マウスの 59 種類の配列は 27 か所に、ヒトの
77 種類の配列は 26 か所に由来することが明らかとなった。続いて、これらの配列をそれぞ
れのVDAC1,2,3と比較し、VDAC1と最も類似していた配列の選択および本物のVDAC1,2,3
の除外を行った結果、ラットでは 20 種類、マウスでは 17 種類、ヒトでは 14 種類の配列が
得られた。さらに、これらの配列をアミノ酸に変換した後、VDAC1のアミノ酸配列(ラット
は NP_112643、マウスは NP_035824、ヒトは NP_003365)と比較し、11アミノ酸以上連続
して一致していた配列を選択した結果、ラットでは 16種類、マウスでは 15種類、ヒトでは
13 種類の配列が得られ、これらを VDAC1の偽遺伝子とした。また、残りのラットの 4種類、






Table 2-1 哺乳類の VDAC1の偽遺伝子の探索を行った結果 
species Rat Mouse Human 
total BLAST hits 34 27 26 
BLAST hits indicating 
genuine genes of VDAC1,2,3 3 3 3 
sequences more similar to VDAC2 or 3 than to VDAC1 9 7 8 
sequences showing poor structure similarity with VDAC1 2 0 1 
pseudogenes of VDAC1 16 15 13 
possible pseudogene candidates of VDAC1 4 2 1 
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2-2-2 ラットの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 まず、ラットについて得られた偽遺伝子がどの染色体に存在しているのかを確認したとこ






の偽遺伝子 (Fig.2-1)と VDAC1 (Fig.2-2)の塩基配列を比較した。その結果、RGD1565338
は VDAC1 の mRNA の全長の配列が分断されることなく、保存されていた。このことから




分類された。まず、1つ目のパターンは VDAC1 の mRNAの全長が高度に保存されている構
造を有しており、このパターンを“semi-complete”として分類した。このパターンは VDAC1 
(1818 bp)の全長の 95%以上が保存されており、VDAC1との関連性の低い領域の挿入が 2か
所以下であるという特徴を有していた。このパターンには LOC365635、LOC365821、
LOC365825、LOC363956、LOC688754、LOC689430 の 7 種類の偽遺伝子が含まれていた。
次に、2 つ目のパターンは一部の領域が大きく欠損している構造を有しており、”markedly 
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Table2-2 ラットの VDAC1の偽遺伝子 
 
16 種類の VDAC1 の偽遺伝子および 4 種類の偽遺伝子候補を染色体上の位置の順に記した。破線より上側が
VDAC1 の偽遺伝子、下側が VDAC1 の偽遺伝子候補を示す。 
a)ゲノム上での向きを示す。データベースに登録されている配列のセンス鎖の場合は+、アンチセンス鎖の場
合は-と表記した。+/-は一部の領域にアンチセンス鎖の配列が存在することを示す 
b)VDAC1 の偽遺伝子を complete、semi-complete、markedly lacking、markedly split、scrambled の 5 種
類のパターンに分類した。詳細は本文 2-2-2 の項参照。 
c)VDAC1 の偽遺伝子は関連性の低い領域によりいくつかの領域に分かれているものがある（Fig.2-1）。この
値はその領域がいくつに分かれたのかを示す。VDAC1、VDAC2、VDAC3 についてはエクソンの数を示す。 
d) VDAC1 (NM_031353)の全長がそれぞれの VDAC1 の偽遺伝子に対して類似している長さを求めた。値は
VDAC1 の全長に対する割合を示す。 
e)VDAC1 の偽遺伝子が VDAC1 の ORF と類似している領域の同一性を示す。 
f) VDAC1 (NM_031353)の ORF がそれぞれの VDAC1 の偽遺伝子に対して類似している長さを求めた。値は
VDAC1 の ORF に対する割合を示す。 
  
Gene name Chromosome Stranda) 
classfication by structual features 
 
ORF 
classb) Splitc) Lengthd) 
 
identitye) lengthf) 
LOC365635 2q11 + semi 3 95.9 
 
91.6 98.9 
LOC365821 2q32 + semi 3 97.2 
 
91.7 100 
LOC365825 2q32 - semi 3 96.8 
 
93.9 100 
LOC689527 2q45 + split 7 93.3 
 
92.2 97.2 
LOC680901 5q32 + lacking 2 57.0 
 
89.0 99.9 
RGD1565338 6q24 + complete 1 100 
 
96.5 100 
RGD1566161 7q13 +/- scrambled 3 80.2 
 
94.7 66.2 
RGD1562882 8q13 + lacking 4 20.7 
 
82.4 26.1 





LOC679923 11p12 + lacking 2 78.8 
 
97.8 62.7 
LOC363956 13p12 - semi 3 99.0 
 
94.4 100 
LOC502027 15q21 - split 6 74.1 
 
87.0 90.0 
LOC688752 16q12.1 - split 4 88.7 
 
83.6 89.9 
LOC364772 17q12.3 - split 5 92.2 
 
87.2 96.7 
LOC688754 18q12.1 - semi 2 98.7 
 
99.3 100 
LOC367953 Xq36 - split 4 94.0 
 
88.8 100 
LOC689430 Xq37 - semi 5 99.0 
 
97.3 100 
BLAST hit R24 2q24 - 
 
5 35.0 
   
BLAST hit R13 2q45 + 
 
7 55.2 
   
BLAST hit R33 3q23 - 
 
6 40.4 
   
BLAST hit R25 19q11 - 
 
6 22.2 
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Fig.2-2 ラットの VDAC1のエクソン/イントロン構造 




 16 種類の VDAC1 の偽遺伝子のゲノム上での構造を模式的に示している。ボックス(    )は VDAC1 との同一
性が 80%以上の領域を示しており、さらに ORFと類似している領域については斜線(    )で示している。ボックス
の上の数字はその領域と類似している VDAC1 (NM_031353)の塩基配列の位置を示している。RGD1566161 に
おいて示している矢印はその領域が反転して存在することを示す。赤線(実線、点線両方とも含む)は偽遺伝子から
タンパク質が発現している場合、50 アミノ酸残基以上のタンパク質をコードする可能性のある領域を示しており、右
側にその長さを記した。実線は VDAC1 (NP_112643)と類似していることを、点線は VDAC1 と類似していない領域
を示している。赤線の下の英数字は VDAC1と類似している領域の両端のアミノ酸を示している。たとえば、1Mは 1
番目の M (Methionine)と一致していることを、T175M は 175 番目の T (Threonine) に相当するアミノ酸が M 
(Methionine)に変異していることを示している。なお、Xは終止コドンを表している。 
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2-2-3 マウスの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 まず、マウスの VDAC1 の偽遺伝子の染色体上の位置を確認したところ、Gm16479、
Gm5379、Gm16480 の 3 種類の偽遺伝子は X 染色体上で極めて隣接して存在していたもの
の、残りの偽遺伝子はラットと同様、ゲノム全体に広く分布していることが確認された。ま
た、機能している遺伝子のイントロンに存在する偽遺伝子も存在していた。次に、VDAC1






ポゾンによりゲノム DNAに組込まれた後、重複により Gm5379と Gm16480の起源となる
偽遺伝子と Gm16479 に分岐し、その後さらに Gm5379と Gm16480が重複により分岐した
と考えられる。 
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Table2-3 マウスの VDAC1の偽遺伝子 
Gene name Chromosome Stranda) Splitb) Lengthc) 
Gm7910 1B + 3 79.8 
Gm16102 1C1.1 + 6 83.4 
Gm13360 2A3 - 5 96.4 
Gm13758 2E1 + 6 87.1 
Gm2988 3H4 - 12 51.2 
BLAST hit M24 5G2 - 4 54.0 
Gm8459 6F1 - 5 80.4 
Gm6008 7F1 - 3 72.3 
Gm7506 8A1.1 - 6 87.3 
Gm7319 8A4 + 4 85.3 
Gm17072 8C2 + 8 55.1 
Vdac1 11B1.3 + 9 
 
Gm16479 XA1.1 + 5 53.4 
Gm5379 XA1.1 - 4 44.5 
Gm16480 XA1.1 - 4 44.5 
Gm15132 XF3 + 5 80.1 
Gm13655 2C3 - 8 39.6 
Gm18656 9A4 + 5 19.5 
 
15 種類の VDAC1 の偽遺伝子および 2 種類の偽遺伝子候補を染色体上の位置の順に記した。破線より上側が





c) VDAC1 (NM_011694)の全長がそれぞれの VDAC1 の偽遺伝子に対して類似している長さを求めた。値は
VDAC1 の全長に対する割合を示す。 
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  Fig.2-3 マウスの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 16 種類の VDAC1 の偽遺伝子のゲノム上での構造を模式的に示している。ボックス(    )は VDAC1 との同一
性が 80%以上の領域を示しており、さらに ORFと類似している領域については斜線(    )で示している。ボックス
の上の数字はその領域と類似している VDAC1 (NM_011694)の塩基配列の位置を示している。 
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Fig.2-4 マウスの VDAC1のエクソン/イントロン構造 
 ゲノム上での VDAC1 の構造を示す。白いボックスはエクソン、バーはイントロンを示す。上の数字は VDAC1 の
mRNA(NM_011694)に対応する位置を示す。 
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2-2-4 ヒトの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 









VDAC1 の偽遺伝子の特徴としていずれの偽遺伝子も VDAC1 の 5’側の約 240 塩基に相当す
る領域が欠損している構造をしていた。 
 
Table2-4 ヒトの VDAC1の偽遺伝子 
Gene name Chromosome Strand Split Length 
VDAC1P9 1q23 - 6 55.4 
VDAC1P4 1q24-q25 + 3 85.9 
VDAC1P10 1q41 + 3 82.1 
LOC100420568 2p21 - 3 69.6 
VDAC1P7 3p12 - 1 86.1 
VDAC1 5q31 - 9 
 
VDAC1P8 6q24 + 1 87.8 
VDAC1P11 9q22 - 2 86.3 
VDAC1P5 12q13 - 1 86.4 
VDAC1P12 13q12 - 4 84.9 
VDAC1P2 Xp11 - 1 86.9 
VDAC1P1 Xq21 + 1 86.6 
VDAC1P3 Xq21 - 1 85.6 
VDAC1P6 Yp11 - 1 86.4 
LOC644169 11p15 - 5 83.4 
 
15 種類の VDAC1 の偽遺伝子および 2 種類の偽遺伝子候補を染色体上の位置の順に記した。破線より上側が





c) VDAC1 (NM_003374)の全長がそれぞれの VDAC1 の偽遺伝子に対して類似している長さを求めた。値は
VDAC1 の全長に対する割合を示す。 








Fig.2-5 ヒトの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 16 種類の VDAC1 の偽遺伝子のゲノム上での構造を模式的に示している。ボックス(    )は VDAC1 との同一
性が 80%以上の領域を示しており、さらに ORFと類似している領域については斜線(    )で示している。ボックス
の上の数字はその領域と類似している VDAC1 (NM_003374)の塩基配列の位置を示している。 
Fig.2-6 ヒトの VDAC1のエクソン-イントロン構造 
 ゲノム上での VDAC1 の構造を示す。白いボックスはエクソン、バーはイントロンを示す。上の数字は VDAC1 の
mRNA(NM_003374)に対応する位置を示す 
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2-2-5 VDAC1の偽遺伝子の種間比較 
 本研究で得られた VDAC1 の偽遺伝子がいつ生じたのか確認するため、ラット、マウス、
ヒトの VDAC1の偽遺伝子および偽遺伝子候補の syntenic 解析を行った。すなわち、VDAC1
の偽遺伝子および偽遺伝子候補配列周辺にどのような遺伝子が存在するのか確認し、それぞ
れの配列間で比較した。その結果、ヒトとマウスあるいはラットとの間で保存されている配
列は存在しなかった。一方、ラットとマウスの間では、ラットの BLAST hit R13とマウス
の Gm2988、ラットの BLAST hit R25 とマウスの Gm17072、マウスの Gm18656 と
RGD1562882 の 3 種類の組み合わせで syntenic な関係であることが明らかとなった。この








Fig.2-7 VDAC1の偽遺伝子の syntenic解析 
 a)ラットの BLAST hit R13 とマウスの Gm2988、b)ラットの BLAST hit R25 とマウスの Gm17072、c)マウスの
Gm18656 と RGD1562882の 3種類の組み合わせは syntenicな関係である 
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2-3 考察 




 まず、ゲノムデータベースに対して VDAC1 と類似した配列を探索した結果、ラットでは
16 種類、マウスでは 15 種類、ヒトでは 13 種類の VDAC1 の偽遺伝子が得られた。また、


















偽遺伝子も VDAC1の 5’側の約 240塩基に相当する領域が欠損している構造をしていた。一
般にプロセス型偽遺伝子では 5’側および 3’側の末端の一部が欠損している構造が認められる
ことがある。これは偽遺伝子の生成過程において逆転写前に mRNA が分解を受けたためと
考えられている。しかしながら、ヒトの VDAC1の偽遺伝子の場合、共通して約 240 塩基欠
損しているという特異な構造を示している。このことについて明確な解答は得られていない










･ 遺伝子情報処理ソフトウェア： GENETYX-SV/RC［ver.10.0.3］ (GENETYX) 
･ プロモーター解析ソフト： PromoterInspector (Genomatix) 
 
2-4-2 データベース解析 
 VDAC1 と類似した塩基配列を得るため、Zhang らの方法［1,2］に基づいて NCBI の
BLAST(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov)を用いてホモロジー検索を行った後、得られた
配列を VDAC1のアミノ酸配列と比較した。すなわち、2011 年 2月の情報を元にしたラット
の、2013 年 4月の情報を元にしたマウス、ヒトの「Genome (reference only)」というデー
タベースに対して、「tblastn」という検索プログラムを用いて、ラットの VDAC1 のアミノ
酸配列のアクセッションナンバーである「NP_112643」を検索配列としてホモロジー検索を
行った。また、この検索時のパラメーターとして、e-value は 10-4、ワード長は 2、フィルタ










った。なお、マウスの VDAC1 のアミノ酸配列は NP_035824、ヒトの VDAC1 のアミノ酸
配列は NP_003365を用いた。 
 続いて、偽遺伝子の配列の中で同一性が 80%以上の領域を VDAC1と類似している領域と
した。この領域の長さを VDAC1 の全長の長さである 1818 で割ることにより Table2-1 の
Classification by structural features の lengthを求めた。また、類似している領域の中の
ORFと類似している領域の長さを求め、この値を VDAC1の ORFの長さである 852 で割る
ことによりORFのcoverageを求めた。identityはORFと類似している領域の配列とVDAC1





1000 bp の配列を入力し、プロモーター領域の予測を行った。 
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の組織から単離した総 RNAに対して RT-PCRを行い、転写されている VDAC1の偽遺伝子
を明らかにすることを試みた。 
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3-2 結果 
3-2-1 RT-PCRを用いた VDAC1の偽遺伝子の発現解析 
 データベース解析で得られた VDAC1 の偽遺伝子のうち、転写されている偽遺伝子が存在
しているのかを明らかにするため、RT-PCR を用いて詳細に解析することを試みた。 
 まず、RT-PCRに用いる total RNAの調製を行った。まず、ラットから肝臓、心臓、腎臓、
回腸、脳、骨格筋、white adipose tissue (WAT) 、brown adipose tissue (BAT)、胸腺、精
巣の計 10種類の組織を摘出した。続いて、摘出した組織から total RNAを単離し、得られ
た total RNAの品質を確認するため、メチレンブルー(MB)染色を行った(Fig.3-1)。この結果、
18S rRNAと 28S rRNA由来の2本の明瞭なバンドが検出されたことから、良質の total RNA
が単離されたことが確認された。次に、少量のゲノム DNA の混入が今回の解析に支障をき
たすことが危惧されたため、DNase 処理を行い、ゲノム DNAを分解した。このようにして
得られた total RNAを RT-PCRの鋳型とした。 
 次に、VDAC1 の偽遺伝子を厳密に区別できるプライマーの設計を行った。そのため、
VDAC1 と VDAC1 の偽遺伝子の配列を比較し、比較的類似していない配列を見出した後、
その配列がプライマーの 3’側になるようにプライマーを設計した。続いて、設計したプライ
マーがそれぞれの偽遺伝子を特異的に検出できるのかを確認した。すなわち、PCRの鋳型に
ポジティブコントロールとしてラットの尾から単離したゲノム DNA 0.1 µgを、ネガティブ
コントロールとして VDAC1の全長を組込んだプラスミド(VDAC1/pUC19) 20 pg［1］を用
いた(Fig.2-4の左の 2レーン)。その結果、16 種類のうち RGD1566161 と LOC688754 を除
いて、本研究で用いたプライマーはゲノム DNA に存在する偽遺伝子を特異的に増幅し、
VDAC1 を増幅しなかった。RGD1566161 については非特異的なバンドが多数検出され、















Fig.3-1 各組織から得られた total RNAの品質確認 
 各組織から単離した total RNA 5µgを 1%変性アガロースゲルにて電気泳動を行い、ニトロセルロース膜に転写し
た後、MB染色を行った結果を示す。 
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することを試みた。そこで、ゲノム DNAと精巣由来 cDNAを鋳型として PCRを行い、増
幅された DNA断片の塩基配列を確認したところ、データベースに登録されている配列の一
部(165 bp)が欠損していることと 2塩基が異なっていることが明らかとなった(Fig.3-3)。な











Fig.3-2 RT-PCRを用いた VDAC1の偽遺伝子の解析 
 RT-PCR後の反応液1 µlをアガロースゲル電気泳動に供した後、エチジウムブロマイドで染色し、可視化した結果
を示す。なお、予測された移動度の位置が真ん中になるように示している。+RT、-RTは逆転写酵素を添加したサン
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15577340  ATCCAGGATG CTCTGAGGGT TGGCTGGCTG GCTACCAGAT GAATTTTGAG  
00000001  ATCCAGGATG CTCTGAGGGT TGGCTGGCTG GCTACCAGAT GAATTTTGAG  
 
15577390  ACCTCGAAGT CCCGAGTGAG CCAGAGCAAC TTCGCAGTTG GCTACAAGAC 
00000051  ACCTCGAAGT CCCGAGTGAG CCAGAGCAAC TTCGCAGTTG GCTACAAGAC 
 
15577440  TGACGAATTC CAGTTTCATA CTAAAGTGAA GGACGGGACA GAGTTTGGAG 
00000101  TGACGAATTC CAGTTTCATA CTAAAGTGAA GGACGGGACA GAGTTTGGAG 
 
15577490  GCTCCATTTA CCAGAAGGTG AACAAGAAGT TGAAGACTGT TGTCAATCTC 
00000151  GCTCCATTTA CCAGAAGGTG AACAAGAAGT TGAAGACTGT TGTCAATCTC 
 
15577540  GCCTGGACTG CAGGAAACAG TAACATTCGC TTTGGAATAG CAGCCAAATA 
00000201  GCCTGGACTG CCGGAAACAG TAACATTCGC TTTGGAATAG CAGCCAAATA 
 
15577590  TCAGGTTGAC CCTGATGCCT GCTTTTCGGC CAAAGTGAAC AACTCCAGTC 
00000251  TCAGGTTGAC CCTGATGCCT GCTTTTCGGC CAAAGTGAAC AACTCCAGTC 
 
15577640  TGACTGATTT AGGGTACACT CAGACCCTAA AACCAGGCAT CAAACCGGAC 
00000301  TGACTGATTT AGGGTACACT CAGACCCTAA AACCAGGCAT CA-------- 
 
15577690  GCTGTCAGCT CAAGCATAAA TGAATACTGT ACAATCGTTA ATTTTGAACT 
00000342  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
15577740  ATTTTGCATC ATACTACCTT CAAGCATAAA TGAATACTGT ACAATCGTTA 
00000342  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
15577790  ATTTTGAACT ATTTTGCATC ATACTACCTT CAGAATTTAA TGTACCTTTT 
00000342  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
15577840  AATGTTTTAT GTTGAGGATG CGAGAGCTGA TAAATACCAC GTTAGACTTC 
00000343  -------TAT GTTGAGGATG CGAGAGCTGA TAAATACCAC GTTAGACCTC 
 
15577890  CAGGCTAAGG ATGACTCAGC TTTAAGGTGT TTACTATTTC AGTGGTACAG 
00000386  CAGGCTAAGG ATGACTCAGC TTTAAGGTGT TTACTATTTC AGTGGTACAG 
 
15577940  CAGAAACCTG ACTCCAGAAA GATCCTTTTT AGCTGTAGGC ATGGATTGGT 
00000436  CAGAAACCTG ACTCCAGAAA GATCCTTTTT AGCTGTAGGC ATGGATTGGT 
 
15577990  GTGGAACCAG GCT 










Fig.3-3 本研究において得られた LOC689527の塩基配列 
 上段にデータベースに登録されている LOC689527 の一部の配列(NW_047633)、下段に本研究において得られ
た塩基配列(AB647358)を示す。黒のボックスで囲まれている部分は配列が異なっている部分を示す。 
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3-3 考察 
2 章において VDAC1 の偽遺伝子は多くの種に幅広く多様な様式で存在していることが明
らかとなった。また、これまでに VDAC1 の偽遺伝子が転写されていることを示唆する知見
も得られている。これらの偽遺伝子が転写されているのかを確認するため、10種類の組織か
ら単離した total RNA を用いて RT-PCR を行ったところ、少なくとも 8 種類の偽遺伝子は
VDAC1とは異なり、組織特異的に転写され、RNAとして存在していることが明らかとなっ
た。このように、データベース解析においてプロモーター領域を見出せなかったが、RNAと



























 本研究において 8 種類の偽遺伝子が組織特異的に RNA として存在していることを確認す
ることができたが、これらが機能を有しているのかということについては未だ明らかとなっ



























･ ラット： Wistar 系雄性ラット［6週齢］ (日本 SLC) 
･ QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN) 
･ ニトロセルロース膜： PROTRAN Nitrocellulose Transfer Membrane (GE 
Healthcare) 
･ プライマー (invitrogen) 
･ 修飾酵素および制限酵素 (TaKaRa、NIPPON GENE、TOYOBO、Roche) 
･ 分光光度計： BioSpec-mini (SHIMADZU) 
･ サーマルサイクラー： TaKaRa Thermal Cycler Dice (TaKaRa) 
･ DNAシーケンサー： CEQ 8000 (BECKMAN COULTER) 
 
  その他の試薬は市販特級品を用いた。 
 









3-4-3 total RNAの単離 
 6週齢の雄性ラットから 10種類の組織(肝臓、腎臓、心臓、回腸、脳、骨格筋、WAT、BAT、
胸腺、精巣)を摘出し、QIAzol を用いた AGPC 法［10］により各組織から total RNAを単離
した［11］。すなわち、まず、組織片に 10倍量の QIAzol Lysis Reagent を加え、ホモジナ
イズにより組織を破砕した。破砕後、クロロホルムを混合し、遠心分離を行った。遠心後の
上層を新しいチューブに回収し、イソプロパノール沈殿により total RNAをペレットにした。
得られた RNA 試料を 70%エタノールを用いてリンスした後、適量の DDW に溶解し、分光
光度計を用いて定量した。 
 続いて、得られた total RNAの品質を確認するためメチレンブルー染色を行った。すなわ
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3-4-4 DNase 処理 
 NIPPON GENE社のプロトコールに準じて、DNaseⅠを用いて各組織の total RNA に混
入している可能性があるゲノムDNAを分解した。分解後、フェノール/クロロホルムを加え、
遠心分離を行った。遠心後の上層を新しいチューブに回収し、エタノール沈殿によりペレッ
トにした。得られた RNA 試料を 70%エタノールを用いてリンスした後、適量の DDW に溶
解し、分光光度計を用いて定量した。 
 
3-4-5 RT-PCR  
 鋳型として DNase 処理を行った各組織の total RNA を、プライマーとして 5 pmol オリ
ゴ dTプライマーまたは 25 pmol ランダムプライマーを用いた。これらを TOYOBO社のプ
ロトコールに準じて、逆転写酵素 ReverTra Ace を用いて逆転写反応を行い、各組織の cDNA
を調製した。 
 続いて、上記のように調製した各組織の cDNA 溶液 1 µl、2 種類の 1 µM プライマー
(Table3-1)、0.2 mM dNTP、1 x ExTaq buffer、DNAポリメラーゼ ExTaq Hot Start Version 
(TaKaRa) 1.25 unit を含む混合液 25 µlを 94℃で 5分間熱変性させた後、94℃を 30秒、Tm  
(Table3-1) を 30秒、72℃を 1分の 3過程を 35回繰り返し、最後に 72℃で 15分間加温し、








量の TE に溶解した。次に、得られた DNA 断片を NIPPON GENE 社のプロトコールに準
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Table 3-1 RT-PCRに用いたプライマー 
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子候補の 4種類のうち 2種類の配列はマウスの VDAC1の偽遺伝子と、またマウスの偽遺伝
子候補の 2 種類の配列のうち 1 種類の配列はラットの VDAC1 の偽遺伝子と、それぞれ
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 近年、転写産物の網羅的な解析からゲノム上のジャンク DNA と考えられていた領域の大
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